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(57) Abstract 

The invention relates to a method for synthesizing continuous, polymeric solid phase supporting materials with spatially denned and 
interspaced reaction sites. The solid phase supporting material is comprised of a supporting matrix and graft copolymer chains with reactive 
groups. The surface of the supporting matrix is coated with a photoinitiator. The supporting matrix and the photoinitiator are exposed 
in the presence of an unsaturated functional monomer. The monomer comprises a spacer, a polymerizable group, and a reactive group. 
Compounds such as amino acids can subsequently react with the reactive group in a parallel and combinatorial synthesis and are than 
lengthened to form peptides. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von kontinuierlichen, polymeren Festphasentragem mit raumlich definierten und 
voneinander getrennten Reaktionsorten. Der Festphasentrager besteht aus einer Tragermatrix und Pfropfcopolymerketten mit Reaktivgruppen. 
Die Oberflache der Tragermatrix wird mit einem Photoinitiator beschichtet. Die Tragermatrix und der Photoinitiator werden in Gegenwart 
eines ungesattigten funktionellen Monomers belichtet. Das Monomer besitzt einen Spacer, eine polymerisationsfahige Gruppe und eine 
Reaktivgruppe. Mit der Reaktivgruppe konnen danach in paralleler und kombinatorischer Synthese Verbindungen, wie Aminosauren, 
reagieren, die dann zu Peptiden verlangert werden. 
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Verfahren zur Herstellung polymerer Festphasentriiger 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von kontinuierlichen polymeren 
Festphasentragern zur simultanen kombinatorischen Synthese von organischen Verbindungen 
5 mittels SPOT-Synthesetechnologie, bestehend aus einer polyolefmischen Tragermatrix und 
einzelnen Ketten eines Pfropfcopolymers, die durch heterogene photoinitiierte 
Pfropfcopolymerisation von Acrylat-. Vinyl- und Allylmonomeren auf der gesamten Oberflache 
des Tragerpolymers synthetisiert werden und Hydroxyl-, Carboxyl-, Amino-. Mercapto-, 
Aldehyd-, oder Halogen-Reaktivgruppen enthalten, die zur weiteren Derivatisierung genutzt 
10 werden konnen. 

Beschreibung des Standes der Technik 

Die chemische Synthese von Verbindungen unter Verwendung des Konzeptes kombinatorischer 
15 Bibliotheken hat einen bedeutenden EinfluB auf den ProzeB der Entwicklung potentieller 
Kandidaten fur neue Therapeutika und Diagnostika. Kombinatorische Chemie ist eine Technik, 
bei der eine groBe Anzahl strukturell unterschiedlicher Verbindungen unter vergleichbaren 
Reaktionsbedingungen kosten- und zeiteffektiv hergestellt und nachfolgend Hochleistungs- 
Screeningassays zur biologischen Testung zugefuhrt werden kann. Dabei nimmt die 
20 Weiterentwicklung von Merrifields Festphasensynthesestrategie [Merrifield, R.B.; J. Am. 
Chem. Soc. 1963, 85, 2149], urspriinglich fur die Synthese von Peptiden eingefuhrt, eine 
Schliisselposition ein. Da die Verwendung uberschiissiger Reagenzien nahezu vollstandige 
Reaktionen moglich macht, die Methodik leicht zu automatisieren ist und biologische 
Testsysteme auch direkt auf den polymeren Oberfachen anwendbar sind, wird die 
25 kombinatorische Chemie bevorzugt an fester Phase durchgefuhrt. 

Die Modifizierung und Weiterentwicklung der urpriinglichen Polystyren- und spater 
eingesetzten Polyamidtragersysteme [Atherton, E.; Clive, D.L.J.; Sheppard, R.C.; J. Am. Chem. 
Soc. 1975, 97, 6584] fiihrten zu neuen Polymeren, wie z.B. Tentagel- und PEGA- Harzen [Rapp, 

30 W.; Zhang, L.; Habich, R.; Bayer, E. In Peptides 1988, (G. Jung & E. Bayer, Eds.) Walter de 
Gruyter, Berlin, New York, S.199; Meldal, M.; Tetrahedron Lett. 1992, 33, 3077]. Diese wurden 
zunehmend auch zur Festphasensynthese nichtpeptidischer Substanzen eingesetzt. Obwohl 
spherische Harzkiigelchen aus unterschiedlichen Materialien weit verbreitet sind, haben andere 
physikalische Erscheinungsfonnen wie Stabchen (Polyethylen) oder kontinuierliche Oberflachen 

35 (Zellulose, Baumwolle, Glas, Polyolefme) zu neuen Synthesetechniken gefiihrt. 

Ein solches Synthesekonzept ist die Methode der Spatially Addressable Combinatorial Libraries 
[Review: Pirrung, M.C.; Chem. Rev. 1997, 97, 473]. Ein entscheidender Vorteil solcher 
Substanzbibliotheken besteht darin, daB die Position, an der sich ein synthetisiertes MolekQl auf 
40 dem Polymer befindet, seine Zusammensetzung beschreibt. Somit kann bei Verwendung von in 
Format und Struktur geeigneten Tragermaterialien die Anwendung kompatibler biologischer 
Testsysteme direkt zu Informationen bezQglich der biologischen Aktivitat der synthetisienen 
Substanzen f&hren. 

45 Somit haben das Erscheinungsbild, die chemischen sowie physikalischen Eigenschaften und die 
Oberflachenfiinktionalisiening der Tragermaterialien einen entscheidenden EinfluB sowohl auf 
die Qualitat und Effizienz der Synthese als auch auf die Kompatibilitat mit biologischen 
Testsystemen. 

50 Die von Frank [Frank, R.; Tetrahedron, 1992, 48, 9217] entwickelte SPOT-Technologie zum 
Aufbau von Peptiden an planaren Zelluloseoberflachen ennoglicht dabei in besonderem MaBe 
den effizienten parallelen Aufbau groBer Zahlen von Peptidsequenzen. Die Methode, bei der die 
Reagenzien flrtlich addressiert auf den kontinuierlichen Trager pipettiert werden, zeichnet sich 
desweiteren durch eine Anwendbarkeit von herkommlichen Screeningassays aus, da die 
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Auslesegeomerrien der Hochleistungstestsysteme kompatibel mit den flachigen 
Tragermaterialien sind. So konnten beispielsweise SPOT-Arrays, neben dem klassischen 
Epitopmapping, eingesetzt werden, um optimale Bindungssequenzen von Proteinkinasen bzw, 
metallbindende Peptide zu entdecken [Tegge, W.; Frank, R.; Hofrnann, F., Dostmann, W.R.G.; 
5 Biochemistry 1995, 34, 10569; Malin, R.; Steinbrecher, R.; Jannsen, J.; Semmler, W.; Noll, B.; 
Johannsen, B.; Frommel, C; Hohne W.; Schneider-Mergener, J.; J. Am. Chem. Soc. 1995, 117, 
11821]. 

Aufgrund der limitierten chemischen und mechanischen Stabilitat der Zellulosemembranen ist 
10 die Technologie bisher jedoch auf die Herstellung von Peptidsequenzen, die unter relativ milden 
Synthesebedingungen erfolgt, beschrankt. 

Bedingt durch die Struktur des chemisch homogenen Tragers und die Nutzung von Hydroxy- 
gruppen als Reaktivgruppe fuhrt der permanente UberschuB an Hydroxyfunktionalitat auf der 
15 Zelluloseoberflache dazu, dafl selektive bzw. vollstandige Umsetzungen nicht zu erreichen sind. 
Dies ist besonders fur die Generierung unterschiedlicher Linkerkonstrukte ein Nachteil, was die 
Vielfalt moglicher Reaktionen entscheidend einschrankt. 

Einige Entwicklungen auf dem Gebiet von flachigen Tragermaterialien konnten u.U. die 
20 Nachteile der Zellulose bei der SPOT-Synthese Uberwinden, sind jedoch bisher nicht in der 
SPOT-Synthesetechnik angewandt worden. 

So beschreiben die Patente von Berg et al. (WO 90/02749, WO 91/13098) und Batsberg et al. 
(WO 95/00533) die Verwendung von Polyolefinfilmen (vorzugsweise Polyethylen). Diese 
25 wurden durch y-Strahlen oder mittels chemisch initiierter Pfropf- und Homopolymerisation von 
Styren aus alkoholischen Losungen modifiziert. Eine weitere chemische Derivatisierung zur 
Einftihrung von Reaktivgruppen folgte. Die so erzeugten Trager wurden in Reaktoren zur 
Peptid- und Oligonukleotidsynthese verwendet. AuBerdem konnten Festphasenassays (ELISA) 
durchgefuhrt werden. 

30 

Obwohl die Pfropfung von Polystyrenketten eine logische Weiterentwicklung des klassischen 
Merrifield-Harzes zu einem flachigen Trager unter Beibehaltung der herkommlichen 
Peptidsynthesebedingungen ist, ist die Auswahl dieses Polymers in diesem Kontext nicht 
zwingend. Sie bringt im Gegenteil sogar Nachteile, wie z.B. die stark unterschiedliche 

35 Solvatation der Ketten in unterschiedlichen Losungsmitteln. Desweiteren ist Polyethylen als 
bevorzugtes Basispolymer mechanisch wenig stabil, und die beschriebenen Filme bzw. anderen 
Formkorper sind generell nicht porSs. Die mogliche Funktionalisierung ist damit auf die auBere 
Oberflache beschrankt (d.h. dicke oder diirme Pfropf schicht), was zu einer geringen 
Beladungskapazitat fuhrt. Eine oberflachenselektive Funktionalisierung ist nicht gewahrleistet. 

40 Durch die Wahl von y-Strahlung zur Initiierung und insbesondere des 
Monomer/Losungsmittelsystems werden zwar zusatzlich auch Reaktionen (z.B. Pfropf- und 
Homopolymerisation) im Polyolefinfilm ausgelost, diese verstarken jedoch lediglich die 
mechanische Instability und verursachen eine Triibung, die die Anwendung in Assays behindert. 

45 Weiterhin wurden von Hudson et al. (WO 94/05394) neben der Verwendung von porosen 
Sinterplatten auch mit Aminogruppen funktionalisierte Polypropylenmembranen beschrieben, an 
die uber einen Spacer (PEG) ein hydrophiles Polymer (Dextran, partiell hydrolysiertes Chitin) 
kovalent gekoppelt ist. Die in kleinen Reaktoren (Rasterplatten mit Lochern) verwendeten 
hydrophilen Trager besitzen eine einheitliche Reaktivitat und eignen sich gut ftir 

50 Screeningzwecke. Allerdings ist die harsche Primarmodifizierung via Chromoxidation besonders 
mit Hinblick auf den Einsatz von porosen Tragern (mit groBerer spezifischer Oberflache und 
damit empfmdlicher Morphologie) nachteilig. Deshalb lassen sich die Membranen offensichtlich 
nur aufgrund der Fixierung in der Rasterplatte, d.h. als diskontinuierlicher Trager, handhaben. 
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Desweiteren fiihrt die relativ aufwendige Konstruktion der SvTithcsevorrichtung zu einer strong 
limitierten Kapazitat und Variability der einzelnen Syntheseareale. 

Das Patent von Koster et al. (EP 0305929) beschreibt die Synthese von Peptiden und 
5 Oligonukleotiden an porosen Membranpolymeren, an denen durch strahlungsinitiierte 
Radikalerzeugung Reaktivgruppen auf der Oberflache erzeugt wurden. Die Funktionalisierung 
uber (aufgrund der Auswahl von Initiator und Monomeren) unterschiedlich stark vemetzte 
Polymerschichten kann jedoch zu ungleichmaBigen Zuganglichkeiten der funkxionellen Gruppen 
fiihren. Damit erscheinen diese Membranen fair die SPOT-Synthese als unzweckmaBig. So ist 
10 die Eignung grofier Flachen fiir Synthese und Bioassays (die Stabilitat und gleiche 
Zuganglichkeit aller Reaktivgruppen erfordern) nicht erkennbar. Generell sind Komplikationen 
bei der Festphasensynthese von langeren oder/und komplizierteren Sequenzen zu envanen. 

Coassin et al. (WO 95/09176) berichten uber eine Polymerfunktionalisierung (Polypropylen) mit 
15 geeignetem Reaktivplasma (z.B. Ammoniak), um zu Filmen bzw. Membranen als Trager fur die 
Synthese bzw. Sequenzierung von Biomolekiilen zu kommen. Die Funktionalisierung wird 
jedoch von Nebenreaktionen (Oxidation) begleitet, die die mechanische Stabilitat des Tragers 
deutlich verschlechtern. AuBerdem ist die Plasmafunktionalisierung bekanntermaBen wenig 
chemoselektiv. Das Resultat ist eine geringe Beladung mit Reaktivgruppen, da die 
20 Modifizierung nur oberflachlich erfolgt und die Flusse von Ladungstragern und reaktiven 
Spezies (bei reaktiven Plasmen) wegen der Degradationseffekte (s.o.) minimiert werden mussen. 

GroBflachige kontinuierliche Trager wurden auch von Eichler (DD 272855 Al), Lebl et ai. (EP 
0385433 A2, EP 0445915 Al) und Okrongly et al. (EP 0400920) beschrieben. Wahrend sich die 

25 beiden ersten Patente auf die Modifizierung an Zellulose mit den bekannten Nachteilen 
beziehen, werden im letzteren vorzugsweise Mikrotiterplatten (Polystyren) fiir die 
Peptidsynthese oberflachenfunktionalisiert. Einer vorteilhaften Kontrolle des Reaktionsablaufes 
mittels UV-Spektroskopie stehen hier jedoch die Nachteile einer begrenzten Bindungskapazitat 
sowie einer eingeschrankten Beweglichkeit der Zielmolekule, jeweils wegen der Beschrankung 

30 der Funktionalisierung auf eine einfache polymeranaloge Reaktion an der nichtporosen 
Polystyrenoberflache, gegenuber. 

Alle bislang bekannten Systeme (funktionelle Trager & Synthesebedingungen) haben aus Sicht 
der Anforderungen der SPOT-Synthese jeweils spezielle gravierende Nachteile, die eine 
35 effektive Anwendung verhindern. Insbesondere die Erweiterung der Anwendung der SPOT- 
Synthese fur die Generierung von organisch-chemischen Substanzbibliotheken ist mit bekannten 
kontinuierlichen Festphasentragern nicht moglich. Diese Nachteile bzw. Limitierungen werden 
mit der im folgenden beschriebenen Erfindung uberwunden. 

40 Die Aufgabe wird gelost durch ein Verfahren zur Synthese von kontinuierlichen polymeren 
Festphasentragern mit raumlich definierten und voneinander getrennten Reaktionsorten, 
umfassend eine Tragermatrix und Pfropfcopolymerketten mit Reaktivgruppen, die mit 
organischen Verbindungen reagibel sind, mit folgenden Syntheseschritten: 

i.) Beschichten der Oberflache der Tragermatrix mit einem Photoinitiator, welcher 
45 nach UV-Anregung, durch Wasserstoffabstraktion und damit i.w. ohne 

Polymerdegradation in der Matrix, an der Polymeroberflache Radikale erzeugt, 
-wobei die Tragermatrix zur Gruppe mindestens einer der polymeren 
polyolefinischen Basispolymere gehort: Polypropylen, Polyethylen, 
Polyvinylidenfluorid, Polytetrafluorethylen oder vernetztes Polystyren, 
5 0 be vorzugt Polypropylen 

-wobei der Photoinitiator ein Benzophenonderivat oder Keton ist, 
ii.) Belichten der mit Photoinitiator beschichteten Tagermatrix in Gegenwart eines 
ungesattigten funktionellen Monomers mit UV-Strahlung, 
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iii.) 



iv.) 



-wobei das funktionelle Monomer erne Spacergruppe umlaBt, welche kovalcnt 
Qber erne Amid-. Ester-, Ether-, Disulfid- oder CC-Gruppe sowohl mil emer 
Reaktivgruppe als auch mit einer polymensationsfahigen Gruppe verbunden ist, 

(a) dabei ist der Spacer ein Oligo- oder Polyethylenglykol oder 

eineBindung, 

(P) dabei ist die polymerisationsfahige Gruppe em Acrylat-, Vinyl- 
oder Allylmonomer, 

(y) dabei ist die Reaktivgruppe, die mit organischen 
Verbindungen reagibel ist, eine Hydroxylgruppe, Carboxylgruppe, 
Aminogruppe, Mercaptogruppe oder eine Halogengruppe, 
(8) dabei kann gegebenenfalls eine Bindung zwischen Reaktivgruppe 
und Spacer bzw. zwischen Spacer und polymerisationsfahiger 
Gruppe hydrolytisch oder oxidativ/reduktiv gespalten werden. 
Bildung von Pfropfcopolymerketten durch kovalente Bmdung der 
polymensationsfahigen Gruppe der funktionellen Monomere an der Tragermatnx^ 
wobei zunachst ein Monomer an ein Radikal der polymeren Tragermatnx addiert 
und dann an dieses Monomer weitere Monomere im Sinne einer Polymerisation 

addiert werden, , . . . 

Extraktion von nicht umgesetzten funktionellem Monomer und Photoimtiator, 

sowie von loslichen Folgeprodukten. 



Beschreibung der Erfindung 



Inhalt der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung yon neu^igen polymeren 
Oberflachen an denen organische Substanzbibliotheken unter Verwendung des SPOT- 
SyXseSzep^s hergestelk werden konnen, deren biologische Aktivitat direkt auf dem Trager 
cvaluiert und ausgelesen werden kann. 

Erfindungsgemafi werden oberflachenfunktionalisierte Festphasentrager synthetisiert, die die in 
der BeSbung des Standes der Technik aufgezeigten nachteiligen Eigenschaften vorhanden« 
Trager uberwinden bzw. durch neue Funktionahsierungsstrategien vblhg alternative 
Synthesekonzepte und -techniken der kombinatorischen Synthese mfighch machen. 

Filr die speziellen Anforderungen der SPOT-Synthese sind die guten mechanischen Eigen- 
schaften (Stability des Tragers und eine wohldefmierte Oberflachenfunktionahtat 
gleichSmaBen wesentlich. Allerdings gibt es keine homogenen Matenahen, die be.de 
Eigenschaften a priori miteinander vereinen. Das Beispiel der chemisch homogenen Z llu lose 
wo beTder Anwendung als fester, hydroxyl-reaktiver Trager immer wieder neue potentieUe 
H^droxyl-Reaktivgruppen aus der Kohlenhydratmatrix hervorkommen, lehrt vielmehr djj em 
optimal Trager Sisch heterogen sein sollte. Eine Tragermamx die ,w die Stab. htat 
bedingt mit einer chemisch verschiedenen funktionellen Oberflache Folghch stellt die 
hS-rFunktionalisierung von geeigneten polymeren Matnxm.tenahen den at^rvsten 
SynJseweg fur neue, leistungsrahigere kontinuierliche polymere F^sen^ger dar. Wenn 
es eelingt diese Funktionalisienmg wirklich oberflachenselektiv zu fuhren, d.h. die chemiscne 
SmwanLg des Matrixpolymers auf dessen Oberflache zu beschr^n ^den 
Tragermatrix und funktionelle Trageroberflache unabhangig vonemander optimiert werden. 

D,e Anforderungen an die Tragermatrix resultieren daraus, daB eine gut* sichere 
Handhabbarkeit vor, wahrend und nach den Multischntt-Synthesen entscheidend fur Erfol bfj 
SSt von Synthesen und Assays sind. Andererseits ist eine groBe spezifische Oberflache in 
KomlmaZ, Z geeTgneter Porenstruktur der Tragermatrix die Voraussetzung fur erne hohe 
BtaduSpaS at pro Flache. Eine hmreichende Dimensionsstabilitat (mimmale Quellung) muB 
ab^ TuchTeSSein, urn eine Repositionierung der Membran wahrend der Synthesen und 
£^£7u£ in jedem Spot zu erhalten und die Assayergebnisse unverfalscht auslesen zu 
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konnen. Alle diese Anforderungen bedingen, dafl die Tragermatrix -rrotz gewunschter grofler 
spezifischer Oberflache- eine ausgezeichnete mechanische, thermische und Losungsmittel- 
bestandigkeit unter Synthese- und Assaybedingungen aufweisen muB. 

5 Die Anforderungen an die funktionelle Oberflache hinsichtlich der Synthese sind 
Reaktivgruppen in grofler Menge (mindestens bis zu 1 nmol/cm 2 ) und mit guter, konstanter 
Zuganglichkeit (uber alle Synthesestufen fur die Zielmolekiile). Das erfordert eine grofie 
spezifische Oberflache in {Combination mit geeigneter Porenstruktur der Tragermatrix (s.o.) 
sowie Reaktivgruppen an Spacergruppen oder -ketten, eine gute Solvatation der 
10 Funktionalgruppen und eine optimale Benetzung der auBeren Trageroberflache (definierte Spots 
mit minimalen radialen Konzentrationsgradienten; keine Chromatographieeffekte). Dadurch 
werden eine hohe Produktreinheit (pro Spot) und identische Produktmengen fur alle Spots 
erhalten. 

1 5 Hinsichtlich der Assays sind weiterhin die Zuganglichkeit und Beweglichkeit der synthetisierten 
Molekiile sowie minimale unspezifische Wechselwirkungen der funktionellen Oberflache mit 
den Testproteinen (minimaler Hintergrund beim Auslesen des Ergebnisses) wesentlich. 

Das Herstellungsverfahren soil robust, reproduzierbar und flexibel in Bezug auf die 
20 Funktionalitat und ggf. auch die Tragermatrix sein sowie ein problemloses Up-scaling auf groBe 
Flachen ermoglichen. Fiir das Syntheseprodukt, die neuen kontinuierlichen polymeren 
Festphasentrager, sind insbesondere die Homogenitat und die Stabilitat von Tragermatrix, 
funktioneller Schicht und deren Komposit unter Synthese- und Assaybedingungen kritisch. 

25 Synthese der neuen kontinuierlichen polymeren Festphasentrager 

Ein als Tragermatrix besonders gut geeignetes Polymer ist Polypropylen, da es in weiten 
Bereichen von potentiellen organisch-chemischen Synthesebedingungen (einschlieBlich 
Losungsmittel und Temperatur) mechanisch belastbar und chemisch stabil ist. Auch eine 

30 Quellung tritt, von sehr unpolaren Losungsmitteln abgesehen, die aber fur die Synthese keine 
Rolle spielen, kaum auf. Polypropylen ist sowohl als dunner, homogener, transparenter Film, als 
dicke Folie oder Platte, aber auch als porose Membran mit unterschiedlichen Porenmorphologien 
und -groBen verfiigbar. Je nach Zielstellung (gewiinschte Kapazitat - spezifische Oberflache; 
mechanische Flexibilitat) konnen aus diesem Spektrum Basismaterialien fur die Synthese von 

35 Festphasentragem gewShlt werden. Vorzugsweise werden makroporose Flachmembranen aus 
Polypropylen (z. B. Mikrofiltrationsmembranen, hergestellt durch Phasenin version und mit 
schwammartigem Porennetzwerk mit nominalen PorengroBen/Trenngrenzen von 0.2 jim, oder 
Filter, mit einer gesponnenen und gesinterten vliesartigen Netzwerkstruktur mit nominalen 
PorengroBen/Trenngrenzen von 0.6 fim) als Tragermatrix gewahlt. Selbstverstandlich konnen 

40 auch andere Polymere, wie z.B. Polyethylen, Polyvinylidenfluorid. vernetztes Polystyren oder 
Teflon, mit unterschiedlichen Morphologien eingesetzt werden. Die Tragermatrix kann auch 
extern bzw. intern durch einen zusatzlichen inerten Trager bzw. Partikel, Fasern oder Netzwerke 
aus Polymer, Glas oder Metall verstSrkt werden. 

45 Um eine maximale Stabilitat unter Anwendungsbedingungen zu gewahrleisten, wird ein 
Komposit aus der Tragermatrix und einer daran chemisch verankerten funktionellen Schicht 
synthetisiert. Die Tragermatrix wird vorzugsweise durch photoinitiierte heterogene 
Pfropfcopolymerisation (streng oberflachenselektiv beziiglich der Polypropylenmatrix, aber uber 
die gesamte Schichtdicke nahezu gleichmaBig) mit langen Pfropfpolymerketten aus 

50 funktionellen Monomeren kovalent funktionalisiert. Die erfindungsgemaBen neuen 
kontinuierlichen polymeren Festphasentrager fur die SPOT-Synthese werden dabei nach einem 
Verfahren erhalten, das aus folgenden wesentlichen Schritten besteht: 
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i) Oberflachenbeschichtung der Tragermatrix mit einem Photoinitiator, der nach UV- 
Anregung (durch Wasserstoffabstraktion und damit ohne Matrixpolymerdegradation) an 
der Trageroberflache Radikale erzeugen kann, 

ii) UV-Belichtung der beschichteten Tragermatrix in Gegenwart eines funktionellen 
Monomeren oder Monomerengemisches unter Bildung einer funktionellen Schicht, die 
aus am Matrixpolymer kovalent verankerten, unvernetzten funktionellen 
Pfropfcopolymerketten besteht (die UV-Belichtung erfolgt vorzugsweise selektiv, so daB 
nur der Photoinitiator angeregt wird), 

iii) Extraktion von nicht umgesetztem Monomer und Photoinitiator sowie von loslichen 
Homo- oder Copolymeren bzw. Photoinitiatorfolgeprodukten. 



Abbildung 1 stellt schematisch das Herstellungsverfahren fur den kontinuierlichen planaren 
1 5 Festphasentrager dar. 

Auch eine sequentielle Aktivierung/Initiierung der Pfropfcopolymerisation ist moglich, indem 
zunachst die Belichtung der nach i) mit Photoinitiator beschichteten Tragermatrix in Gegenwart 
von Sauerstoff oder mit nachtraglicher Exposition in Sauerstoff unter Bildung von 
20 Tragerpolymer-Peroxiden erfolgt und danach die Reaktion mit dem Monomer thermisch initiiert 
wird. Auch andere heterogen chemisch initiierte Reaktionen zur Initiierung einer 
Pfropfcopolymerisation sind anwendbar. 

Als Photoinitiator eignen sich besonders Benzophenon und strukturell verwandte Ketonderivate. 

25 Die Beschichtung mit dem Photoinitiator in Stufe i) kann aus einer Losung in einem 
Nichtlosungsmittel fiir das Tragerpolymer durch Dip-Coating oder Impragnieren vorgenommen 
werden; sie kann aber gegebenenfalls auch ohne zusatzlichen Verfahrensschritt direkt vor der in 
Stufe ii) beschriebenen Pfropfcopolymerisation erfolgen, indem der Photoinitiator aus einer 
Mischung aus Initiator, Monomer bzw. Monomergemisch und ggf. LQsungsmittel an der 

30 Trageroberflache adsorbiert wird. 

Den verwendeten Monomeren ist ein struktureller Aufbau gemeinsam, der in modualer Weise 
nach einem einheitlichen Reaktionsmechanismus (heterogene Pfropfcopolymerisation) zu einer 
Vielzahl von Oberflachenfunktionalitaten fiihren kann: 



Reaktivgruppe - Spacergruppe - polymerisationsfahige Gruppe 



Vorzugsweise werden funktionelle Acrylate, Methacrylate, Acrylamide oder Methacrylamide 
eingesetzt, aber auch andere funktionelle Vinylmonomere u.v.a.m. sind prinzipiell geeignet. 

40 Beispiele fur Reaktivgruppen als Anker fur die Festphasensynthese sind Hydroxyl- oder 
Aminogruppen. Durch funktionelle Monomere eingefuhrte Carboxyl- oder Epoxygruppen 
konnen auch sehr leicht (z.B. nach "Umfunktionalisierung" zu Aminogruppen) dafur genutzt 
werden. Als Spacergruppen sind Oligo- oder Polyethylenglykolketten besonders bevorzugt, da 
sie in vielen verschiedenen Losungsmitteln ahnlich gut solvatisiert werden, eine gute 

45 Beweglichkeit garantieren und auch die Biokompatibilitat verbessem. Spaltbare 
Linkerstrukturen konnen z.B. Ester (in Acrylaten) oder Amide (in Acrylamiden) sein, wobei 
letztere eine wesentlich bessere Hydrolysestabilitat aufweisen und fur Festphasensynthesen unter 
harschen organisch-chemischen Bedingungen zu bevorzugen sind. Hydroxy- oder 
Amino(polyethylenglycol)methacrylate bzw. -methacrylamide sind Beispiele fiir Monomere, 

50 nach deren Pfropfcopolymerisation TrSger resultieren, die direkt mit besonderen Vorziigen fiir 
die SPOT-Synthese verwendet werden konnen. Mit Pfropfpolyacrylsaure funktionalisierte 
Trager lassen sich einfach mit Diamino-oligoethylenglycolen zu hydrolysestabilen Amino- 
Tragern "umfunktionalisieren". 
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Zur Preparation von Pfropfketten aus Copolymerisaten konnen e.g. funktionelle Monomerc :n 
Mischung mit anderen funktionellen, aber auch mit inerten Monomeren eingesetzt werden. 
Letzte konnen zur "Verdunnung" reaktiver Gruppen am/im Festphasentrager oder zur 
Einstellung der Hydrophilie/phobie bzw. Ladung (u.U. auch wesentlich fur die 
5 Assaykompatibilitat) genutzt werden. 

Bei vorgegebener Tragermatrix, mit entsprechender homogener oder poroser Struktur und damit 
geringer oder groBerer spezifischer Oberflache, lassen sich Qber die 
Pfropfcopolymerisationsbedingungen (Photoinitiatorbeschichtung, Monomerkonzentration, 

10 Belichtungsdauer) der Funktionalisierungsgrad und damit die Beladung mit Reaktivgruppen pro 
Flache in weiten Bereichen (bis zu 10 nmol/cm 2 ) einstellen. Durch die Pfropfcopolymerketten 
wird in jedem Fall eine KapazitatsvergroBerung verglichen mit einer polymeranalog 
funktionalisierten glatten Trageroberflache erzielt. Bei Wahl geeigneter Bedingungen 
(Lichtabsorption von Photoinitiator und Tragermatrix) sind gleichmaflige Funktionalisierungen 

1 5 dicker poroser Schichten (mit BP bei PP-Membranen bis zu 200 urn) moglich. 

Die vorzugsweise angewandte Photofunktionalisierung gestattet in einem schnellen und 
effektiven Verfahren die reproduzierbare und gleichmaflige Funktionalisierung groBer 
kontinuierlicher Festphasentragerflachen. 

20 

Synthesen auf den neuen kontinuierlichen polymeren Festphasentragem 

Durch das gewahlte Herstel lungs verfahren wird es moglich, auf einer festen Tragermatrix 
primare Reaktivgruppen, vorzugsweise Amino- bzw, Hydroxylgruppen, in grofier Anzahl (>1 

25 nmol/ cm 2 ) bei guter Zuganglichkeit zu generieren. Interessanterweise bleibt diese 
Zuganglichkeit auch uber eine grofiere Zahl von Synthesezyklen (10% Beladungsabfall nach ca. 
10 Synthesezyklen) nahezu konstant. Die Ursache dafur ist in einer groflen spezifischen 
Oberflache in {Combination mit geeigneter Porenstruktur der Tragermatrix des Tragers (porose 
Membran) sowie einer sehr guten Beweglichkeit der Reaktivgruppen, bedingt durch solvatisierte 

30 Pfropfcopolymerketten und weitere Spacergruppen, zu finden. Desweiteren fuhrt die optimale 
Benetzung der SuBeren Trageroberflache zu definierten Spots mit minimalen 
Tiefenfiltrationseffekten und radialen Konzentrationsgradienten. Wegen der dadurch konstanten 
ReagenzienQberschusse an jedem Ort der Benetzung kann eine nahezu konstante Produktqualitat 
gewahrleistet werden. Aufgrund der Homogenitat des Festphasentragers (identische Anzahl von 

35 gleich zuganglichen Funktionalitaten uber die gesamte Flache) konnen gleiche Produktmengen 
pro Spot generiert werden. Dariiberhinaus fuhrt die verringerte Hydrophobic der modifizierten 
Festphasentrager im Vergleich zur Tragermatrix in Verbindung mit der durch die 
Spacerstrukturen induzierten Beweglichkeit der gebundenen Substanzen zu einer guten 
Assaykompatibilitat. 

40 

Die polymeren Festphasentrager zeichnen sich weiterhin durch eine hohe chemische Stabilitat, 
das heiBt Resistenz gegeniiber starken Sauren, Laugen, Losungsmitteln sowie oxidierenden und 
reduzierenden Reagenzien aus. Desweiteren besitzen die neuen polymeren Festphasentrager eine 
hohe Bestandigkeit gegeniiber physikalischen Einflussen wie Temperatur, Ultraschall- und 
45 Mikrowellenbehandlung, was dazu fuhrt, daB die kontinuierlichen Oberflachen auch nach 
mehreren Reaktionszyklen keine oder nur vernachlassigbare Quellung zeigen. Diese 
Eigenschaften lassen eine wiederholte, ortlich adressierte Pipettierung kleinster Volumina (10 nl) 
und im Gegensatz zur Zellulose eine weitgehende Variation der chemischen 
Reaktionsbedingungen zu. 

50 

Die neuen kontinuierlichen polymeren Festphasentrager konnen mit einer Vielzahl von Linker- 
konstrukten zur Aufhahme von weiteren Molekiilen vorbereitet werden. So sind neben 
sauresensitiven Linkern (z B. Rink-Linker), UV-aktivierbare Photolinker (z. B. 4-(Methoxy-4- 
(2-Fmoc-amino-ethyl)-5-nitrophenoxylbutansaure) auch basenlabile Linker (z. B. HMBA- 
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Linker) oder mit wiissrigen Puffersystemen spaltbare Linkerkonstrukte (z. B. Imidazollinker) 
einsetzbar. Diese Linker sind auf dem kontmuierlichen Festphasentrager durch ortlich definierte 
Applikation von Spots auch parallel anwendbar und konnen z.B. zur Synthese von multipel oder 
graduell abspaltbaren Produkten genutzt werden. 

5 

Obwohl auch peptidische Substanzen mit gleicher oder besserer Qualitat als bei der 
herkommlich verwendeten Zellulose hergestellt werden konnen, ergeben sich aus den oben 
genannten Eigenschaften der neuen Festphasentrager vor allem vielfaltige Moglichkeiten fur die 
Synthese von organisch-kombinatorisch hergestellten Substanzbibliotheken. Da die neuen 

10 Festphasentrager erfindungsgemaB eine hohe chemische und physikalische Stabilitat besitzen, 
liegen ihre entscheidenden Vorteile besonders in der kombinatorischen Synthese von 
Bibliotheken aus nichtnaturlichen Oligomeren (z. B. Peptoiden, Oligocarbamaten, 
Oligoharnstoffen, Azatiden, Ketiden, Peptid-Sulfonamiden, vinylogen Sulfonylpeptiden) sowie 
kleinen synthetischen Molekiilen (z. B. Benzodiazepinen, Triazinen, Triazolen, Hydantoinen, 

15 Cubanen, Xanthinen, Pyrollidinen, B-Laktamen, Thiazolidonen). Weiterhin liegt ein 
Anwendungsschwerpunkt in der Parallelsynthese von Chimaren (Konjugate) aus 
unterschiedlichen synthetischen (natiirlich oder unnaturlichen) Oligomeren bzw. kleinen 
synthetischen Molekiilen mit Naturstoffen wie z. B. Steroiden oder Zuckermolekiilen. 

20 Vorteilhaft ist die Verwendung der kontinuierlichen Festphasentrager, welche nach dem 
erfindungsgemaflen Verfahren hergestellt worden, fur die parallele und kombinatorische 
Synthese von tragergebundenen oder freien Verbindungen, die durch SPOT-Synthese von 
aktivierten Synthesebausteinen an verschiedenenen Reaktionsorten auf dem kontinuierlichen 
Festphasentrager synthetisiert werden. 

25 

Bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Verwendung der kontinuierlichen Festphasentrager fur die 
parallele und kombinatorische Synthese von Proteinen. 

Mehr bevorzugt ist eine erfindungsgemaBe Verwendung der kontinuierlichen Festphasentrager 
30 fur die Festphasensynthese, vorzugsweise SPOT-Synthese, auch als Array von identisch oder 
unterschiedlich funktionalisierten Tragern bzw. als Stapel von identisch oder unterschiedlich 
mnktionalisierten Tragern fur die Synthese von multipel oder graduell abspaltbaren 
Verbindungen, wobei durch Split (Single Sheets) & Combine (Stapel) Techniken mit ganzen 
Trageni auch eine quasi dreidimensionale Kombinatorik moglich wird. 

35 

Noch mehr bevorzugt ist die erfindungsgemaBe Verwendung der kontinuierlichen 
Festphasentrager fiir die Identifizierung von Molekiilen (Liganden) an synthetisierten 
Verbindungen, umfassend die folgenden Schritte: 

Inkubation mit dem Liganden, Entfernen von iiberschussigen Liganden durch Waschen, 
40 Detektion gebundener Liganden durch geeignete Verfahren wie: i) immunologische Nachweise, 
ii) Nachweis gebundener radioaktiv markierter Liganden, iii) Fluoreszenz- oder 
Chemolumineszenz-Nachweise, iv) biosensorische Nachweise. 

Am meisten bevorzugt ist die erfindungsgemaBe Verwendung der kontinuierlichen 
45 Festphasentrager zur Untersuchung enzymatischer Aktivitaten an synthetisierten Verbindungen, 
umfassend die folgenden Schritte: 

i.) Inkubation mit dem Enzym, ii.) Detektion enzymatischer Aktivitat. 

Die Erfmdung wird im folgenden anhand von Beispielen naher beschrieben, welche die Synthese 
50 der neuen kontinuierlichen polymeren Festphasentrager, deren Anwendung in der SPOT- 
Synthese von Peptiden und anderen organisch-chemischen Molekiilen sowie von 
Substanzbibliotheken aus Peptiden und anderen organisch-chemischen Molekiilen, und die 
Anwendung in Analyse- und Screeningsystemen detaillierter erlautern. Selbstverstandlich ist die 
Erfindung nicht auf diese konkreten Beispiele begrenzt. 
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Definitionen 
Festphasensynthese: 

5 kovalente Verknupfung von Molekiilen mit einem unloslichem polymeren Tager und 
nachfolgende Reaktionen an den tragergebundenen Substanzen, wobei durch einfache Wasch- 
und Filtrieroperationen uberschussige Reagenzien einsetzbar und abtrennbar werden und das 
Zielprodukt bis zur Abspaltung am polymeren Trager gebunden bleibt 

1 0 FunktioneUe Monomere: 

MolekQle, die eine polymerisationsfahige Gruppe, eine Spacergruppe und eine Reaktivgruppe 
enthalten und unter dem Einflufl eines Polymerisationsinitiators lineare und/oder verzweigte 
Polymerketten bilden konnen 

1 5 Kontinuierlicher Festphasentrager: 

flachiges Material aus einer Tragermatrix (s.u.) mit daran kovalent verankerten 
Pfropfcopolymerketten (s.u.) 

Ligand 

20 Molekul, das an die auf dem kontinuierlichen Festphasentrager synthetisierten Verbindungen 
bindet und/oder sie chemisch umsetzt und das ein Protein, Enzym, Kohlenhydrat oder 
Glykoprotein, Lipide oder Lipoprotein, eine Nukleinsaure oder eine niedermolekulare 
Verbindung sein kann 

25 Linker: 

molekulares spaltbares Ankermolekill, welches die Abspaltung der synthetischen 
Zielprodukte vom Festphasentrager erlaubt 

Pfropfcopolymerketten: 

30 lineare und/oder verzweigte Molekulketten, aufgebaut aus funktionellen Monomeren (s.u,) 

Photoinitiator: 

erzeugt nach Beschichten der Oberflache eines Tragerpolymers und Anregung mittels UV- 
Strahlung durch Wasserstoffabstraktion vom Tragerpolymer Radikale, die mit einem 
35 funktionellen Monomer reagieren konnen, z.B. ein Benzophenonderivat oder Keton 

Polymerisationsfahige Gruppe: 

reaktionsfahige Mehrfachbindung in funktionellen Monomeren, z.B. eine Acrylat-, Vinyl-, oder 
Allylgruppe 

40 

Radikale: 

elektrisch neutrale MolekUle, die ein magnetisches Moment besitzen, eine bevorzugte 
Reaktivitat ist die Addition an Verbindungen, die reaktionsfahige Mehrfachbindungen 
(polymerisationsfahige Gruppen) enthalten 

45 

Reaktivgruppe: 

reaktionsfahige chemische Gruppe (Funktionalitat) fiir kovalente Kupplungsreaktionen mit 
anderen Verbindungen, z.B. eine Hydroxylgruppe, Carboxylgruppe, Aminogruppe, 
Mercaptogruppe oder eine Halogengruppe 

50 

Spacergruppe: 

molekularer Abstandshalter zwischen polymerisationsfahiger Gruppe und Reaktivgruppe in 
einem funktionellen Monomer, z.B. ein Oligo- oder Polyethylenglykol oder eine Bindung 
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SPOT 

entsteht durch das Pipettieren von Reagentien auf zusammenhangende kontinuierliche 
Oberflachen, wobei das pipettierte Volumen die GrdBe des SPOTs und die Zahl der moglichen 
SPOTs pro Flache defmiert 

5 

Spotten 

das Pipettieren von Reagentien auf zusammenhangende kontinuierliche Oberflachen 
SPOT-Synthese: 

10 Festphasensynthesekonzept bei dem durch Pipettierung von kleinen Reagenstropfchen auf ein 
vordefiniertes Array von Reaktionsorten auf einer zusammenhangenden kontinuierhchen 
Festphasentrager, die als polymerer Festphasentrager fungiert, SPOTs defimen werden; diese 
SPOTs stellen Mikroreaktoren dar, in denen Festphasensynthesen ablaufen konnen, wenn 
Losungsmittel mit geringem Dampfdruck verwendet werden 

15 

Tragermatrix: 

chemisch und morphologisch stabiles, flachiges Material, das aus polyolefinischen 
Polymeren(Tragerpolymer) wie Polyethylen, Poiystyren, Polyvinylidenfluorid, 
Polytetrafluorethylen, bevorzugt aber Polypropylen besteht 

20 

UV-Anregung: 

uberfuhrt den Photoinitiator in einen angeregten Zustand, ohne das Tragerpolymer anzuregen (zu 
degradieren) 

25 Ausfuhrungsbeispiele 

Beispiel 1: Synthese von kontinuierhchen polymeren Festphasentragern - Hydroxy-PEG- 
Ester-PP-Membranen mit unterschiedlichen Spacerlangen - unter Laborbedingungen 

30 Eine PP-Membran (Accurel 2E, Akzo; nom. Porendurchmesser d p = 0.2 um, Schichtdicke 150 
|im; d = 80 mm) wird unter Schiitteln fur 2 h mit einer 100 mM Losung von Benzophenon (BP) 
in Methanol equilibriert. Die Membran wird aus der Losung entnommen und die OberflSche 
schnell an der Luft getrocknet, ohne daB das Innere der Poren entnetzt wird. Danach wird die 
Membran in einer Petrischale (d = 90 mm) auf ein mit einem Teil der Monomerldsung (ca. 5 ml) 

35 getranktes Filterpapier gelegt, mit einem Glasring (d = 80 mm) fixiert und sofort mit dem Rest 
der Polymerisationslosung uberschichtet (insgesamt 20 ml 50 g/1 PEGMA 306 bzw. 78.5 g/1 
PEGMA 526, jeweils in mit BP gesSttigtem Wasser; die Monomere -PEG-methacrylate, wobei 
die Zahl das mittlere Molekulargewicht beschreibt- sind Produkte der Polysciences Europe 
GmbH, Eppelheim). Die Petrischale wird in einem Reaktor plaziert, der danach mit einem UV- 

40 Filterglas-Deckel (Cut-off 310 nm) verschlossen und fur mindestens 30 min mit Stickstoff 
gespiilt wird. AnschlieBend erfolgt - weiterhin unter Stickstoffspiilung - fur 30 min die UV- 
Belichtung (HBO 350 DeepUV; Hamamatsu, in einer Belichtungsapparatur von Oriel, 3 mW/ 
cm 2 ). Nach weiteren 15 min. unter Stickstoff wird die Membran entnommen und anschlieBend 
vollstandig mit Wasser, Methanol und Aceton extrahiert. Die Bestimmung des 

45 Modifizierungsgrades (DG) der Membran erfolgt gravimetrisch: DG (PEGMA 306) = 1.12 
mg/cm 2 =3.5 ^xmoiycm 2 ; DG (PEGMA 526) = 1.37 mg/cm 2 = 2.6 umol/cm 2 . 
Eine weitere Charakterisierung erfolgt durch FTIR-ATR-Spektroskopie, REM sowie Messung 
der Membranpermeabilitat. 

50 Beispiel 2: Synthese von kontinuierhchen polymeren Festphasentragern - Carboxyl-PP- 
bzw. Carboxyl-Polyethylen(PE)-Membranen - unter Laborbedingungen 

Eine PP- (Accurel 2E, Akzo; d p = 0.2 urn, Schichtdicke 150 um) bzw. PE-Membran (celgard 
2500, Hoechst-Celanese d p - 0.2 um, Schichtdicke 25 um) mit einem Durchmesser von d = 80 
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mm wird unter Schutteln fur 2 h mit einer 100 mM Losung von BP in Methanol equilibnert. Die 
Membran wird aus der Losung entnommen und die Oberflache schnell an der Luft getrocknet, 
ohne dafl das Innere der Poren entnetzt wird. Danach wird die Membran in einer Petrischale (d = 
90 mm) auf ein mit einem Teil der Monomerlosung (ca. 5 ml) getranktes Filterpapier gelegt. mit 
5 einem Glasring (d = 80 mm) fixiert und sofort mit dem Rest der Monomerlosung Qberschichtet 
(insgesamt 20 ml 10 g/1 Acrylsaure, AA, in mit BP gesattigtem Wasser). Die Petrischale wird in 
einem Reaktor plaziert, der danach mit einem UV-Filterglas-Deckel (Cut-off 310 nm) 
verschlossen und fiir mindestens 30 min mit Stickstoff gespiilt wird. Anschlieflend erfolgt - 
weiterhin unter Stickstoffspulung - fur 30 min (PP) bzw. 15 min (PE) die UV-Belichtung (HBO 

10 350 DeepUV; 3 mW/cm 2 ). Nach weiteren 15 min. unter Stickstoff wird die Membran 
entnommen und anschlieflend vollstandig mit Wasser und Aceton extrahiert. Die Bestimmung 
des Modifizierungsgrades (DG) der Membran erfolgt gravimetrisch: 
DG(PP) = 220 ^ig/cm 2 = 3.1 ^mol/cm 2 ; 
DG(PE) = 245 ng/cm : = 3.4 ^mol/cm 2 . 

15 Eine weitere Charakterisierung erfolgt durch FTIR-ATR-Spektroskopie, REM, Farbstoffbindung 
(Toluidinblau) sowie Messung der Membranpermeabilitat. 

Beispiel3: Synthese von kontinuierlichen polymeren Festphasentragern - Hydroxy- Amid- 
PP-Membranen - unter Laborbedingungen 

20 

Eine PP-Membran (Accurel 2E, Akzo; dp = 0.2 \xm) mit einem Durchmesser von d = 80 mm 
wird unter Schutteln fur 2 h mit einer 100 mM Losung von BP in Aceton equilibnert. Die 
Membran wird aus der Losung entnommen und die Oberflache schnell an der Luft getrocknet, 
ohne daB das Innere der Poren entnetzt wird. Danach wird die Membran in einer Petrischale (d = 

25 90 mm) auf ein mit einem Teil der Polymerisations-losung (ca. 5 ml) getranktes Filterpapier 
gelegt, mit einem Glasring (d = 80 mm) fixiert und sofort mit dem Rest der 
Polymerisationslosung tiberschichtet (insgesamt 20 ml 40 g/1 2-Hydroxypropylmethacrylamid, 
2HPMAm, in mit BP gesattigtem Wasser, Monomer von Polysciences). Die Petrischale wird in 
einem Reaktor plaziert, der danach mit einem UV-Filterglas-Deckel (Cut-off 310 nm) 

30 verschlossen und fur mindestens 30 min mit Stickstoff gespiilt wird. Anschlieflend erfolgt - 
weiterhin unter Stickstoffspulung - fiir 45 min die UV-Belichtung (HBO 350 DeepUV; 3 
mW/cm 2 ). Nach weiteren 15 min. unter Stickstoff wird die Membran entnommen und 
anschlieflend vollstandig mit Wasser und Aceton extrahiert. Die Bestimmung des 
Modifizierungsgrades (DG) der Membran erfolgt gravimetrisch: DG = 355 jig/cm 2 = 2.5 

35 ^tmol/cm 2 . 

Eine weitere Charakterisierung erfolgt durch FTIR-ATR-Spektroskopie, REM, Farbstoffbindung 
(Toluidinblau) sowie Messung der Membranpermeabilitat. 

Beispiel 4: Synthese von kontinuierlichen polymeren Festphasentragern - Benzylchlorid- 
40 PP-Membranen - unter Laborbedingungen 

Eine PP-Membran (AN06, Millipore Corp: dp = 0.6 \im) mit einem Durchmesser von d = 80 mm 
wird gewogen und anschlieflend unter Schutteln 2 h mit einer Losung von BP in Aceton (150 
mM) equlibriert. Die BP beschichtete, noch feuchte Membran wird in einer Petrischale (d = 90 

45 mm) auf ein mit einem Teil der Polymerisationslosung getranktes Filterpapier gelegt, mit einem 
Glasring (d = 80 mm) fixiert und sofort mit dem Rest der Polymerisationslosung Qberschichtet 
(insgesamt 20 ml 20 g/1 Vinylbenzylchlorid VBC, in mit BP gesattigtem Wasser unter Zugabe 
von 7 g/1 Emulgator Bis[2-ethylhexyl]sulfosuccinat-Natriumsalz bei 10000 upm fiir 30 
Sekunden mit einen Thurrax emulgiert). 

50 Die Petrischale wird fiir 30 Minuten geschuttelt und mit einer Glasplatte (Tief-UV-Filter, Cut-off 
310 nm) abgedeckt. Die Belichtung erfolgt bei Halblast an einem UV-Trockner (Beltron-GmbH; 
1 min UV-Belichtung pro Passage durch die Belichtungszone). Anschlieflend wird die Membran 
1 h in einem Soxhlet mit Methanol und 1 h bei 50°C in Wasser extrahiert. Danach wird die 
modifizierte Membran getrocknet und gravimetrisch der Modifizierungsgrad (DG) bestimmt. 
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DG = 1,5 mg/cnr = 9,S umol/cm : . Eine weitere Charakterisierung erfolgt durch FTIR-ATR- 
Spektroskopie, REM. Farbstoffbindung (Toluidinblau) sowie Messung der 
Membranpermeabilitat. 

5 Beispiel 5: Synthese von - kontinuierlichen polymeren Festphasentragern Hydroxy-PEG- 
Ester-PP-Membranen - unter Technologiebedingungen 

Eine PP-Membran (Accurel 2E, Akzo; d p = 0.2 urn, bzw. AN06, Millipore Corp; d p = 0.6 jim) 
mit einer Flache von 18 cm x 26 cm wird gewogen und anschlieflend in Losung von BP in 

10 Methanol oder Aceton fur 2 h bei Raumtemperatur geschQttelt. Die BP beschichtete, noch 
feuchte Membran wird in eine Schale mit 300 ml Monomerlosung (PEGMA 526 in mit BP 
gesattigtem Wasser) auf Filterpapier gelegt und getrankt. Die Schale wird mit einer Glasplatte 
(Tief-UV-Filter, Cut-off 3 1 Onm) abgedeckt. Die Belichtung erfolgt bei Halblast an einem UV- 
Trockner (Beltron GmbH; 1 min. UV-Belichtung pro Passage durch die Belichtungszone). 

15 AnschlieBend wird die Membran 1 h in einem Soxhlet mit Methanol und 1 h bei 50 °C in Wasser 
extrahiert. Danach wird die modifizierte Membran getrocknet und gravimetrisch der 
Modifizierungsgrad bestimmt. Die Charakterisierung der Membran erfolgt analog wie in 
Beispiel 1 beschrieben. 

Mit der Wahl der Synthesebedingungen (Photomitiatorbeschichtung, Monomerkonzentration, 
20 Belichtungsdauer) kann der Modifizierungsgrad variiert und fur unterschiedliche 
Tragermembrantypen eingestellt werden (Beispiele s. Tab. 1). 

Beispiel 6: Synthese von kontinuierlichen polymeren Festphasentragern - Carboxyl-PP- 
Membranen - unter Technologiebedingungen 

25 

Eine PP-Membran (Accurel 2E, Akzo; d p = 0.2 urn, bzw. AN06, Millipore Corp; d p = 0.6 urn) 
mit einer Flache von 18 cm x 26 cm wird gewogen und anschlieflend in Losung von BP in 
Methanol oder Aceton fur 5 min bei Raumtemperatur geschuttelt. Die BP beschichtete, noch 
feuchte Membran wird in eine Schale mit 300 ml Monomerlosung (AA in mit BP-gesattigtem 

30 Wasser) auf Filterpapier gelegt und getrankt. Die Schale wird mit einer Glasplatte (Tief-UV- 
Filter, Cut-off 3 lOnm) abgedeckt. Die Belichtung erfolgt bei Halblast an einem UV-Trockner 
(Beltron GmbH; 1 min. UV-Belichtung pro Passage durch die Belichtungszone). Anschlieflend 
wird die Membran 1 h in einem Soxhlet mit Methanol und 1 bei 50 °C in Wasser extrahiert. 
Danach wird die modifizierte Membran getrocknet und gravimetrisch der Modifizierungsgrad 

35 bestimmt. Die Charakterisierung der Membran erfolgt analog wie in Beispiel 2 beschrieben. 

Mit der Wahl der Synthesebedingungen (Photoinitiatorbeschichtung, Monomer-konzentration, 
Belichtungsdauer) kann der Modifizierungsgrad variiert und fur unterschiedliche 
Tragermembrantypen eingestellt werden (Beispiele s. Tab. 1). 

40 Tabelle 1: Technologie-Synthesebedingungen fur ausgewahlte Hydroxy-PEG-Ester- und 
Carboxyl-PP-Membranen (Membran: 1 0.2 um, Accurel 2E; 2 0.6 urn, AN06; UV-Belichtung 
unter Halblast mit UV-Trockner, Beltron GmbH) 



Membran 


Photoinitiator- 
beschichtung 


Mono- 
mer 


Monomer 
(g/1) 


Belichtung 
(min) 


DG 

(mg/cm 2 ) 


DG 
(umol/cm 2 ) 


1 


150mM 
BP/Aceton 


PEGMA 
526 


78.5 


15 


1.28 


2.4 


1 


150mM 
BP/Aceton 


AA 


23.3 


10 


0.48 


6.8 


1 


150mM 
BP/Aceton 


AA 


50.0 


10 


0.64 


9.0 


2 


lOOmM 
BP/Aceton 


PEGMA 
526 


78.5 


10 


0.19 


0.36 


2 


lOOmM 


PEGMA 


100.0 


10 


0.34 


0.65 
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BP/Aceton 


526 










2 


lOOmM 
BP/Aceton 


AA 


50.0 


10 


0.13 


1.8 


2 


150mM 
BP/Aceton 


AA 


50.0 


5/5* 


0.17 


2.4 



* Membran beidseitig belichtet 



Beispiel 7: Synthese von kontinuierlichen polymeren Festphasentragern - chemische 
Derivatisierung einer Carboxyl-PP-Membran (Aminofunktionalisierung) 

Ein Membranstuck (0.2 pm; aus Beispiel 6) der Gr6Be 18 cm x 26 cm wurde in einer 
Instrumentenschale 1 h mit 80 ml einer 2 M Losung von Thionylchlorid in DCM behandelt. Die 
Losung wurde abdekantiert und die noch feuchte Membran sofort mit 100 ml einer 30proz. 
Losung von 4,7,10-Trioxa-l,13-tridecandiamin in DCM (v/v) versetzt. Nach 90 min. wurde 
abdekantiert und die Membran gewaschen (1 x DCM, 5 x Methanol, je 5 min.) und getrocknet 
(Schema I). 



O 

A 



OH 



Schema I. 



2 M SOCl 2 



CH 2 C!-> 
lh 



, O 

A 



CI 



H 2 N^jo^ 



NH-. 



2 M in CH,CU 
1,5 lT 




NH^ 



Beispiel 8: Synthese von kontinuierlichen polymeren Festphasentragern - chemische 
Derivatisierung einer Benzylchlorid-PP-Membran (Aminofunktionalisierung) 

Ein Membranstuck (0.2 \xm; aus Beispiel 4) der GroBe 5 cm x 3 cm wurde in einer 
Instrumentenschale 30 min mit einer 2,5 M Losung von 4,7,10-Trioxa-l,13-tridecandiamin in 
DCM (v/v) bei Raumtemperatur behandelt. AnschlieBend wurde die Losung abdekantiert und 
die Membran gewaschen (Ix DCM, 3x DMF, 3x MeOH, 2x DCM, je 5 min) und getrocknet 
(Schema II). Beladung 102 jimol/cm 2 . 



Ein Membranstuck (0.2 jim; aus Beispiel 4) der GroBe 5 cm x 3 cm wurde in einer 
Instrumentenschale 30 min mit einer 2,5 M Losung von 4,7,10-Tnoxa-l,13-tridecandiamin in 
DCM (v/v) bei 80°C behandelt. AnschlieBend wurde die Losung abdekantiert und die Membran 
gewaschen (Ix DCM, 3x DMF, 3x MeOH, 2x DCM, je 5 min) und getrocknet (Schema II). 
Beladung 152 jimol/cm 2 . 



> /=v 11,- 

;A /Kch 2 -ci ^ 

> N — f 2,5 M in CH 2 CI 2 
' 30min 

Schema II. 

Beispiel 9: Testung unterschiedlicher Linkersysteme an Hydroxy-PEG-Ester PP - 
Membranen 

Eine Hydroxy-PEG-Ester PP-Membran (0.2 urn, aus Beispiel 1) wurde durch sukzessives 
Spotten von 1 ^1 einer 0.6 M NMI-Losung in NMP und 1 ^1 einer 0.6 M Losung von Fmoc- 
BAla-F in NMP umfunktionalisiert (Amino: Reaktionszeit 2x30 min). Nach vollstandiger 
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Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (Baden der Membran in 20%-iger Ptperidin/DMF, 2x15 
min) und anschlieBender Wasche mit DMF (2x), Methanol (2x) und DCM (2x) und Trocknung 
an der Luft wurden die folgenden aktivierten Linkermolekiile auf die freien, mit 
Bromphenolblau angefarbten, Ammofunktionen gesportet: 

5 

A) 2 ul 0.6 M Rink-Linker (p-[(R,S)-^[l-(9H-FIuoren-9-yI)-methoxyfonnamido]2,4- 
dimethoxybenzylj-phenoxyessigsaure) in NMP (5 min voraktiviert mit 1 Eq. TBTU und 2 
Eq. DIEA) 

10 B) 2 ul 0.6 M Imidazollinker in NMP (5 min voraktiviert mit 1 Eq. TBTU und 1 Eq. DIEA) 

C) 2 ul 0.6 M Aminoethyl-Photolinker 4-[2-Memoxy-4-(l-Fmoc-aminoethyI)-5- 
nitrophenoxyj-butansaure) in NMP (5 min voraktiviert mit 1 Eq. TBTU und 2 Eq. DIEA) 

D) 2 ul 0.6 M Hydroxyethyl-Photolinker 4-[2-Methoxy-4-(hydroxyemyl)-5-nirxophenoxy]- 
butansaure) in NMP (5 min voraktiviert mit 1 Eq. TBTU und I Eq. DIEA) 

15 

Die Reaktionszeit betrug in alien Fallen 2 x 30 min. Nach Spaltung der Fmoc-Gruppen wurde 
das Modellpeptid (Ac-Leu-Lys-Tyr-BAla) mittels Fmoc-Aminosaure-OPfp-Estern (2 ul, 0.3 M 
in NMP, 2x15 min) unter Spotsynthesebedingungen aufgebaut. Neben der Synthese an 
Linkersystemen wurde auch eine Synthese direkt auf der BAla-modifizierten Membran 
20 durchgefiihrt. Im AnschluB an das Spotten der 1. Aminosaure wurde die Membran acetyliert, um 
die SpotgroBe zu defmieren (Ac 2 0, DIEA, DMF; 1:2:7; 30 min) Nach Abspaltung der letzten 
Fmoc-Gruppe wurden die Peptide erneut acetyliert. Die Seitenkettenschutzgruppen wurden im 
Fall des Imidazollinkers, des Photolinkers und der direkten Synthese ohne Linker mittels 5% 
H 2 0 in TFA (2 h) deblockiert. AnschlieBend wurden die Peptide wie folgt abgespalten: 

25 

Rink-Linker: 2 h 95% TFA; 5% H 2 0 
Imidazollinker: 1 h Phosphatpuffer pH: 7.4 

Photolinker (C+D): Abspaltung im trockenen Zustand mittels UV-Bestrahlung: 2 h, 365 nm 

30 Nach Eindampfen der TFA und Aumahme der adhasiv gebundenen Peptide in 50% ACN/ H 2 0 
wurde die Qualitat der Produkte mittels HPLC und massenpektrometrischer Analyse kontrolliert. 
Alle auf den neuen Festphasentragern zum Einsatz gekommenen Linker machten die Isolierung 
der Produkte mit hoher HPLC-Reinheit (>85%) moglich. 

35 Beispiel 10: Vergleichende Synthese von Peptiden auf herkommlich verwendeter Zellulose 
und Hydroxy-PEG-Ester PP-Membranen 

Die Zellulose- und die Hydroxy-PEG-Ester-PP-Membranen (0.2 urn, aus Beispiel 1 ) wurden mit 
Fmoc-BAla-F/NMI in NMP acyliert und nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe (20% 
40 Piperidin/DMF, 20 min) mit dem photolysierbaren Linker 4-2[-Methoxy-4-(l-Fmoc- 
aminoethyl)-5-nitrophenoxy]-butansaure) modifiziert. Die folgenden Peptide unterschiedlicher 
Kettenlange wurden mittels Fmoc-geschutzten Aminosaure-Pentafluorphenylestern (2 ul einer 
0.3 M Losung in NMP, Doppelkupplung 2x15 min) unter identischen Bedingungen schrittweise 
aufgebaut: 

45 

Ac-Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Asp-Gly-BAla 

Ac-Tyr-Ala-Lys-Arg-Cys-Pro-Val-His-Thr-Met-BAla 

Ac-Trp-His-Trp-Leu-Gln-Leu-Lys-Pro-Gly-Gln-Pro-Met-Tyr-flAla 

50 Die N-terminale Aminofunktion wurde acetyliert und die Seitenkettenschutzgruppen 2.5 h 
mittels 5% H 2 0 , 5% Phenol, 2.5% TIPS in TFA abgespalten. Nach ausgiebiger Wasche mit 
DCM und Methanol wurden die Membranen getrocknet und die Peptide durch Bestrahlung mit 
UV-Licht (2 h, 365 nm) von der Oberflache gespalten. Die adhasiv auf der Membran 
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gebundenen Verbindungen konnten nach dem Ausstanzen und Oberfiihren in Mikrouterplarten 
mittels Puffer abgelost und der HPLC/MS-Analytik zugefuhrt werden. 

In alien Fallen besitzen die an der Hydroxy-PEG-Ester-PP-Membran hergestellten Peptide eine 
5 hohere Produktreinheit als die an herkdmmiicher Zellulose synthetisierten, wie durch die 
analytischen Profile des Tests zu belegen ist. 

Beispiel 1 1 : Synthese kleiner organischer Molekiile: 1 ,3,5-Tnazin-Bibliothek 

10 Auf eine aminderivatisierte Carboxyl-PP-Membran (siehe Beispiel 7) wurden 2.3 jil einer 0.5 M 
Losung von p-[(R,S)-a-[l-(9H-Fluoren-9-yl)-methoxv^^ 

phenoxyessigsaure (Rink-Linker), TBTU (1 Eq.) und DffiA (2 Eq.; Voraktivierzeit: 5 mm) im 
Abstand von 0.8 bis 1 cm gespottet. Nach 15 min wurde das Spotten wiederholt, Nach weiteren 
15 min wurde die Membran zweimal 5 min mit MeOH und zweimal 10 min mit DCM 
15 gewaschen. Anschliefiend wurde die Spot-Prozedur wiederholt. Man erhielt nach Fmoc- 
Quantifizierung Beladungen von ca. 700 nmol/cm 2 , was ca. > 90% der Funktionalitatsdichte der 
aminderivatisierten Polypropylen-Membran entsprach. 

Die mit dem Rink-Linker derivatisierte Membran (100 cm 2 ; 96 Spots) wurde zweimal fur 25 min 
20 in 75 ml 25proz. Piperidin-Losung in DMF gebadet und anschliefiend jeweils zweimal fur 10 
min mit je 50 ml DMF, MeOH und DCM gewaschen. Zur Acyherung der freien Aminofunktion 
wurde eine 0.6 M Losung der Aminosaure mit einem Equivalent TBTU und zwei Equivalenten 
DIEA in DMF auf die Membran gespottet (2 p.1 pro Spot). Nach 15 min wurde die Prozedur 
wiederholt. Nach beendeter Reaktionszeit wurde die Membran jeweils zweimal 10 min mit je 50 
25 ml DMF, MeOH und DCM gewaschen. Die Entschutzung der Aminofunktion erfolgte emeut 
durch zweimaliges Baden der Membran fur 25 min in 75 ml 25proz. Piperidin Losung in DMF 
und anschlieflendes Waschen (je 2x, 10 min mit je 50 ml DMF, MeOH und DCM). 

Die Aminosaure-derivatisierte Membran wurde dann mit einer 3 M Losung von Cyanurchlorid 
30 mit 3% DABCO in DCM bei 4 °C ubergossen und 15 min bei 4°C und 10 min bei 
Raumtemperatur geschuttelt. Anschliefiend wurde die Membran 3x mit 50 ml DCM, 2x mit 
ACN (50 ml) und 2x mit 50 ml DCM je 1 0 min gewaschen. 

Zur Substitution der Chloratome am festphasengebundenen 1,3,5-Triazinderivat spottete man 
35 2^1 einer 60%- igen Losung von prim, oder sek. Aminen (NHR 2 R 3 ) in NMP auf die 
vorderivatisierte Membran und liefi im geschlossenen GefaB 25 min bei Raumtemperatur 
reagieren. Anschliefiend wurde die Membran dreimal mit je 75 ml DMF (20 min), zweimal mit 
je 75 ml MeOH (20 min) und dreimal mit je 75 ml DCM (15 min) gewaschen. Auf die 
luftgetrocknete Membran wurde in einer Glasschale das prim, oder sek. Amin zur Substitution 
40 des noch verbleibenden Chloratoms gespottet (2 \x\ einer 80%-iger. Losung in NMP) und die 
Membran in einer Mikrowelle 3 min erhitzt. Die uberschussigen Amine wurden mit DMF (3x je 
75 ml, 20 min), 0.1%-iger wSssriger Essigsaure (75 ml, 20 min), MeOH (dreimal Essigsaure (75 
ml, 20 min), MeOH (dreimal je 75 ml, 20 min) und DCM (dreimal je 75 ml, 20 min) von der 
Membran entfernt. 

45 

Die Abspaltung der Molekiile erfolgte nach Ausstanzen und Oberfiihren in Mikrotiterplatten 
mittels 150 ^1 90%-iger TFA/DCM pro Spot (35 min, 30°C). Nach Abblasen der TFA im 
Stickstoff-Strom wurden die Substanzen in entsprechenden Puffersystemen aufgenommen und 
analysiert. 

50 

Beispiel 12: Synthese kleiner organischer Molekiile: Peptoid (N-Benzyl-N-[butyl- 
(carbamoylmethylcarbamoyl-methyl)carbamoylmethyl-2-[piperidin- 1 -yl]-acetamid) 
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Eine aminderivatisierte Carboxyl-PP-Membran (siehe Beispiel 7: vgl. Beispiel 1 1) wurde mit 30 
ml einer 0.3 M Losung von Fmoc-Glycin in DMF behandelt (30 min), nachdem die Losung mit 
1 Eq. TBTU und 2 Eq. DIEA voraktiviert wurde. Nach dem Waschen der Membran und 
Schutzgruppenabspaltung (3 x DMF, je 5 min, 1 x 20% Piperidin/DMF, 20 min, 5 x DMF, je 5 
5 min) wurde die Membran emeut mit 30 ml einer frisch angesetzten Losung von voraktiviertem 
Fmoc-Glycin versetzt. Nach 30 min Reaktionszeit und Waschen der Membran mit DMF (3x5 
min) wurden 4 Proben aus der Membran ausgestanzt (0.23 cm 2 ), um den chemisch erreichten 
Belegungsgrad der Membran zu bestimmen. Dazu wurden die Proben einzeln mit genau 1 .00 ml 
einer 20%-igen Losung von Piperidin in DMF versetzt und die UV-Absorbtion bei 301 nm 
10 gemessen. Es wurde ein Belegungsgrad von 0.45 umol/cm 2 erreicht (entspricht 10% der 
gravimetrisch bestimmten Beladung). 

Die mit zwei Glycinspacem versehene Membran wurde dann wie in Beispiel 9 beschrieben mit 
Rink-Linkersystem modifiziert und nichtumgesetzte Aminofunktionen acetyliert (Ac 2 0, DIEA, 
15 DCM; 1:2:7). Die nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe, Wasche und Trocknung 
freigesetzte Aminofunktion wurde durch Aufpipettieren von 0.2 ul einer 0.3 M Fmoc-Glycin- 
Pentafluorphenylester-Losung in NMP (3 x 15 min) amidiert. Die Membran wurde wie oben 
beschrieben gewaschen und die Fmoc-Gruppe abgespalten. 

20 Die Aminofunktion wurde dann durch Pipettierung von 0.2 ul einer 1 M Losung von 
Bromessigsaure-2-4 Dinitrophenylester in NMP (3 x 15 min) acyliert. Nach Wasche mittels 
DMF (3 x, 5 min) und Methanol (3 x, 5min) und anschlieflender Trocknung an der Luft wurde 
durch Spotten von 0.2 ul n-Butylamin (5 M in NMP, 3x 15min) das Brom nukleophil 
substituiert. Nach Wasche (3x5 min DMF, 3x5 min Methanol) und Trocknung an der Luft 

25 wurden zwei weitere Synthesezyklen durchgefiihrt, die sich durch die Natur der verwendeten 
Amine unterschieden (Zyklus 2: n-Butylamin; Zyklus 4: Piperidin). 

Die ausgestanzten Spots wurden wie in Beispiel 9 beschrieben mittels TFA gespalten und die 
Produkte isoliert und analysiert. Alle untersuchten Produkte zeigten die erwartete Identitat bei 
30 einer HPLC-Reinheit von >70%. 

Beispiel 13: Synthese von oligomeren Hybriden aus Peptiden und Peptoiden (Peptomere) 

Auf eine aminderivatisierte Carboxyl-PP-Membran (siehe Beispiel 7) wurden 2.5 ul einer 0.6 M 
35 Losung von 4-(Methoxy-4-(2-Fmoc-aminoethyl)-5-nitrophenoxyl)-butansaure (photo-labiler 
Amid-Linker), TBTU (1 Eq.) und DIEA (2 Eq.; Voraktivierzeit: 5 min) im Abstand von 1.0 bis 
1.5 cm gespottet. Nach 15 min wurde das Spotten wiederholt. Nach weiteren 15 min wurde die 
Membran dreimal 5 min mit DMF, zweimal 5 min mit MeOH und zweimal 10 min mit DCM 
gewaschen. AnschlieBend wurde die SPOT-Prozedur wiederholt. Man erhielt nach Fmoc- 
40 Quantifizierung Beladungen von ca. 700 nmol/cm 2 , was ca. 90% der Funktionalitatsdichte der 
aminderivatisierten Polypropylen-Membran entsprach. 

Die mit dem photolabilen Amid-Linker nicht umgesetzten Aminofunktionen werden acetyliert 
(Ac 2 0, DIEA, DCM; 1:2:7; 30 min) und anschliefiend dreimal 5 min in DMF gewaschen. Die 
45 Fmoc-Schutzgruppe des Linkers wird durch zweimaliges 25 min. Baden der Membran in 75 ml 
25% Piperidin in DMF abgespalten. AnschlieBend wird die Membran jeweils zweimal 10 min 
mit je 50 ml DMF, MeOH und DCM gewaschen. 

Zur Acylierung der freigesetzten Linker-Aminofunktionen werden Fmoc-Aminosaure- 
50 Pentafluorphenylester (0.3 M in NMP; Aminosaure-Spots) oder Bromessigsaure-2,4- 
dinitrophenylester (1.0 M in NMP; Peptoid-Spots) auf die Membran gespottet (2.5 ul pro Spot). 
Diese Prozedur wird insgesamt dreimal fur jeweils 15 min wiederholt. Nach beendeter 
Reaktionszeit wird die Membran jeweils zweimal 10 min mit je 50 ml DMF, MeOH und DCM 
gewaschen. Die Entschutzung der Fmoc-Aminofunktionen der Aminosaure-Spots erfolgt durch 
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dreimaliges Spotten fur 15 min mit 50%iger Piperidin/NMP- Losung. Gleichzeitig erfolgt die 
Substitution der Brom-Funktionen der Peptoid-Spots durch Spotten von em bis fiinf molaren 
Losungen primarer und sekundarer Amine in DMF, NMP, DMSO, Dimethylacetamid oder 
Wasser. Nach beendeter Reaktionszeit wird die Membran jeweils zweimal 10 min mit je 50 ml 
5 DMF ? MeOH und DCM gewaschen. 

Die Acyliening der pnmaren Amin-Funktionen (Aminosaure-Spots) und sekundiiren Amin- 
Funktionen (Peptoid-Spots) erfolgt entweder durch Spotten ( 3 x 15 Minuten) von 0.3 M 
Losungen von Fmoc-Aminosaure-Pentafluorpenylestern in NMP (Aminosaure-Spots), 0,3 M 
10 Fmoc-Aminosare- Anhydride in NMP (Peptoid-Spots) oder einer 1,0 M Losung Bromessigsaure- 
2,4-Dinitrophenylester in NMP (Aminosaure- und Peptoid-Spots). Nach beendeter Reaktionszeit 
wird die Membran jeweils zweimal 10 min mit je 50 ml DMF, MeOH und DCM gewaschen. 
AnschlieBend wird wie oben beschrieben die Synthese fortgesetzt. 

15 Die Fmoc-Aminosaure-Anhydride werden aus den Fmoc-Aminosauren generiert (0.6 M Fmoc- 
Aminosaure in NMP; Zusatz von 0.5 Eq. DIC; Voraktivierung: 30 min). 

Nach AbschluB der Synthese werden die Seitenkettenschutzgruppen abgespalten (5% H 2 O t 5% 
Phenol, 2.5% TIPS in TFA). Nach ausgiebiger Wasche mit DCM und Methanol werden die 
20 Membranen getrocknet und die Peptide durch Bestrahlung mit UV-Licht (365 nm, 7 mW/cm 2 , 
90 min) von der Membran abgespalten. 

Die adhasiv gebundenen Verbindungen konnten nach dem Ausstanzen und Uberfiihren in 
Mikrotiterplatten mittels Puffer abgelost und der HPLC/MS-Analytik zugefiihrt werden. Die 
verschiedenen Peptomere zeigten vergleichbare hohe Produktqualitaten wobei der jeweils groflte 
25 Peak der Zielmasse des gewiinschten Produktes entsprach. 

Beispiel 14: Untersuchungen zur Biokompatibilitat: Antikorperbindungsstudie auf 
Polymermembranen 

30 Die Epitope Ac-Leu-Pro-Asn-Met-Leu-Arg-Asp-Leu-Arg-Asp-Ala-Phe-Ser-Arg-Val-3Ala 
(mAk CB/RS/1 3-Epitop); Ac-ne-Phe-ne-Asn-Tyr-ne-Glu-Ala-Tyr-Met-Thr-Met-Lys-Ile-Arg- 
BAla (mAk CB/RS/1 1-Epitop); Ac-Val-Val-Ser-His-Phe-Asn-Asp-DAla (mAk Tab2-Epitop) und 
die unspezifische Testsequenz Ac-His-Val-Asn-Ser-Leu-Gly-Glu-Asn-Leu-Lys-Thr-Leu-Arg- 
Leu-Arg-BAla wurden jeweils parallel auf herkommlichen Cellulose-und 

35 Polypropylenmembranen unter den Bedingungen der Spot-Synthese (siehe Beispiel 10) 
synthetisiert. 

Nach Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen (2.5 h; 94% TFA, 3% TIPS, 2% H 2 0, 1% 
Phenol) und Wasche mit DCM (3 x), DMF (4 x) und Methanol (2 x) wurde die methanolfeuchte 
Membran 3x10 min mit Tris Buffered Saline (T-TBS) pH 8.0 gewaschen. Im AnschluB wurde 

40 die Membran mit Blockierungspuffer (Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany) uber 2 h 
inkubiert und dann 3 x 10 min mit T-TBS-Puffer (pH 8.0) gewaschen. Die so behandelte 
Membran wurde dann uber 1 h mit Peroxidase- (POD) markiertem polyklonalen anti-Maus-IgG 
Antikorper inkubiert (0.1 jig/ml Blockierungspuffer). Die Antikorperlosung wurde verworfen 
und die Membran 3 x 10 min mit T-TBS-Puffer (TBS/Tween®20 pH 8.0) gewaschen. 

45 Abschlieflend wurde die Polymermembran mit einem Chemolumineszenz Substrat (Boehringer 
Mannheim) geschwenkt und Enzymaktivitat mit dem Lumi-Imager (Boehringer Mannheim) 
aufgezeichnet. 
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X 


Lambda (Wellenlange) 


AA 


Acrylsaure 


Ac 


Acetyl 


AciO 


Essigsaureanhydrid 


ACN 


Acetonitril 


ATR 


Attenuated Toral Reflection 


BP 


Benzophenon 


Chem. Rev. 
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d 


Durchmesser 


DABCO 


Diazabicycloundecan 


DCM 


Dichlormethan 


DIC 


Diisopropylcarbodiiinid 


DEEA 


Diisopropylethylamin 


DMF 


N,N C -Dimethy iformamid 


DMSO 


Dimethylsufoxid 


DNA 


Desoxyribonukleinsaure 


d. 


Porendurchmesser 


ELISA 


enzyme linked immunosorbent assay 


Eq. 


Aquivalent 


Fmoc 


9-Fluorenylmethyloxycarbonyl- 


Fmoc-QAla-F 


N-(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-fl- 




Alaninfluorid 


FTIR 


Fourier Transform Infrarot Spektroskopie 
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Stunden 


HMBA 


4-Hydroxymethylbenzoesaure 


HPLC 


High Performance Liquid Chromatography 


i.w. 


im wesentlichen 


J. Am. Chem. Soc. 


Journal of the American Chemical Society 


Leu 


Leucin 


Lys 


Lysin 


M 


Mol pro Liter 


MeOH J 


Methanol . 


mM 


millimolar 


mm 


Millimeter 


MS 


Massenspektrometrie 


NMI 


N-Methylimidazol 


NMP 


N-Methylpyrrolidon 


OPfp 


Pentafluorphenylester 


PE 


Polyethylen 


PEG 


Polyethylenglykol 


pH 


negativer dekadischer Logarithmus der 




Wasserstoffionenkonzentration 


PP 


Polypropylen 


prim. 


primar 


proz. 


prozentig 


REM 


Rasterelektronenmikroskop 


RNA 


Ribonukleinsaure 


sek. 


sekundar 


flAla 


beta-Alanin 
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Trifluoressigsaure 
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Triisopropv Isilan 


Tyr 


Tyrosin 


opm 


Umdrehunsen pro Minute 


UV 


Ultraviolett 


v/v 


volume bv volume 
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Patentanspriiche 

1 Verfahren zur Synihese von kontinuierlichen polymeren Fesiphasentragern mit raumlich 
definierten und voneinander getrennten Reaktionsonen, umfassend eine Tragermatrix und 
Pfropfcopolymerketten mit Reaktivgruppen, die mit organischen Verbindungen reagibel 
sind, mit folgenden Syntheseschritten: 

i. ) Beschichten der Oberflache der Tragermatrix mit einem Photoinitiator, welcher 

nach UV-Anregung, durch Wasserstoffabstraktion und damit ohne 
Polymerdegradation in der Matrix, an der Polymeroberflache Radikale erzeugt, 
-wobei die Tragermatrix zur, Gruppe mindestens einer der polymeren 
polyolefinischen Basispolymere gehort: Polypropylen, Polyethylen, 
Polyvinylidenfluorid, Polytetrafluorethylen oder vemetztes Polystyren, 
bevorzugt Polypropylen 

-wobei der Photoinitiator ein Benzophenonderivat oder Keton ist, 

ii. ) Belichten der mit Photoinitiator beschichteten Tagermatrix in Gegenwart eines 

ungesattigten funktionellen Monomers mit UV-Strahlung, 

-wobei das funktionelle Monomer eine Spacergruppe umfaflt, welche kovalent 
uber eine Amid-, Ester-, Ether-, Disulfid- oder CC-Gruppe sowohl mit einer 
Reaktivgruppe als auch mit einer polymerisarionsfahigen Gruppe verbunden ist, 
(a) dabei ist der Spacer ein Oligo- oder Polyethyienglykol oder 
eine Bindung, 

(P) dabei ist die polymerisationsfahige Gruppe ein Acrylat-, Vinyl- 
oder Allylmonomer, 

(y) dabei ist die Reaktivgruppe, die mit organischen 

Verbindungen reagibel ist, eine Hydroxylgruppe, Carboxylgruppe, 

Aminogruppe, Mercaptogruppe oder eine Halogengruppe, 

(8) dabei kann gegebenenfalls eine Bindung zwischen Reaktivgruppe 

und Spacer bzw. zwischen Spacer und polymerisationsf&higer 

Gruppe hydrolytisch oder oxidativ/reduktiv gespalten werden. 

iii. ) Bildung von Pfropfcopolymerketten durch kovalente Bindung der 

polymerisationsfzlhigen Gruppe der funktionellen Monomere an der Tragermatrix, 
wobei zunachst ein Monomer an ein Radikal der polymeren Tragermatrix addiert 
und dann an dieses Monomer weitere Monomere im Sinne einer Polymerisation 
addiert werden, 

iv. ) Extraktion von nicht umgesetzten funktionellem Monomer und Photoinitiator, 

sowie von Iflslichen Folgeprodukten. 

2 Verwendung des kontinuierlichen Festphasentragers, welcher nach dem Verfahren gemaB 
Anspruch 1 hergestellt worden ist, fur die parallele und kombinatorische Synthese von 
tnlgergebundenen oder freien Verbindungen, die durch sequentielles Spotten von 
aktivierten Synthesebausteinen an verschiedenenen Reaktionsorten auf dem 
kontinuierlichen FestphasentrSger synthetisiert werden, 

die Peptide, Peptoide, Peptomere, Oligogocarbamate, Oligoharnstoffe, Azatide, Ketide, 
Peptid-Sulfonamide, vinyloge Sulfonylpeptide, DNA's, und Peptid-Nukleinsauren sind, 
oder die Verbindungen sind, bei denen an einer zentralen Kernstruktur durch sequentielles 
Spotten von Reagenzien variable Gruppen eingefuhrt werden, 

und die Verbindungen sind, die durch einen Heterozyklisierungsschritt bzw. 
Mehrkomponentenreaktionen hergestellt werden, welche Benzodiazepine, Triazine, 
Triazole, Hydantoine, Cubane, Xanthine, Pyrollidine, 6-Laktame, Thiazolidone, 
Isoquinoline, Diketopiperazine sind. 
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-wobei jeweils jeder Ort auf dem kontinuierlichen Festphasentrager die 
Zusammensetzung der synthetisienen Verbindungen. die direkt uber 
Reaktivgruppen der Pfropfcopolymerkette an der Tragermatrix gebunden sind, 
bestimmt. 

Verwendung des kontinuierlichen Festphasentragers nach Anspruch 1 fur die parailele und 
kombinatorische Synthese von Proteinen. 

Verwendung der kontinuierlichen Festphasentrager nach einem der vorherigen Anspriiche 
2 bis 3 flir die Festphasensymhese. vorzugsweise SPOT-Synthese auch als Array von 
identisch oder unterschiedlich funktionalisierten Tragern bzw. als Stapel von identisch 
oder unterschiedlich funktionalisierten Tragern fur die Synthese von multipel oder 
graduell abspaltbaren Verbindungen, wobei durch Split (Single Sheets) & Combine 
(Stapel) Techniken mit ganzen Tragern auch eine quasi dreidimensionale Kombinatorik 
moglich wird. 

Verwendung der kontinuierlichen Festphasentrager nach einem der vorherigen Anspriiche 
2 bis 4 fur die Identifizierung von Molekulen (Liganden) an synthetisienen Verbindungen, 
umfassend die folgenden Schritte: 

Inkubation mit dem Liganden, Entfemen von uberschussigen Liganden durch Waschen, 
Detektion gebundener Liganden durch geeignete Verfahren wie: i) immunologische 
Nachweise, ii) Nachweis gebundener radioakriv markierter Liganden, iii) Fluoreszenz- 
oder Chemolumineszenz-Nachweise, iv) biosensorische Nachweise. 

Verwendung der kontinuierlichen Festphasentrager nach einem der vorherigen Anspriiche 
2 bis 5 zur Untersuchung enzymatischer Aktivitaten an synthetisierten Verbindungen, 
umfassend die folgenden Schritte: 

i.) Inkubation mit dem Enzym, ii.) Detektion enzymatischer Aktivitat. 
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